® 



J 



Europaischtts Patentamt 
European Patent Office 
Office europ^n des brevets 




0 Num6ro de publication : 0 379 437 B1 



FASCICULE DE BREVET EUROPEEN 



@ Date de publication du fascicule du brevet : 
16.03.94 Bulletin d4/11 



@ int CI.5 : F28D 15/02, BOIL 7/00 



g) Num^ro de d6pOt : 90400149.2 
g) Date de d^pdt : 19.01.90 



@ Proc6d6 et dispositif de regulation rapide d'une temperature de parol. 



m 

CO 

o 

CO 



a. 



@ Priority : 20.01.89 FR 8900681 



Date de publication de la demande : 
25.07.90 Bulletin 90/30 



Mention de la d§livrance du brevet : 
16.03.94 Bulletin 94/11 



@ Etats contractants d6sign6s : 

AT BE CH DE OK ES FR GB GR IT U LU NL SE 



Documents cit^s : 
EP-A- 0 212 473 
CH-A- 519 149 
FR-A- 2 193 187 
US-A- 3 327 772 
US-A- 3 714 981 
US-A- 3 934 643 
US-A- 3 943 964 
US-A- 4 136 733 
US-A. 4 370 547 
US-A- 4 387 762 
US-A- 4 679 615 



Trtulaire : BERTIN & CIE 

Zone Industrielle Bolte postal e 3 

F-78373 Plalslr Cddex (FR) 



@ 



Inventeur: Dutertre, Bernard 

14, rue du Chateau 

F-92200 Neuilly s/ Seine (FR) 

Inventeur: Dufau, Fr6d6ric 

9, Hameau de Bols Fontelne 

F-78170 La Celle St Cloud (FR) 

Inventeur: Duval, Dominique 

64, Rue A. Joly 

F-78000 Versailles (FR) 

Inventeur : Ginot, Fr6d6ric 

92, Rue de la Procession 

F-75015 Paris (FR) 

Inventeur : Hache, Jean 

3, Allde de L'Ep^e 

F-78960 Voisins-Le-Bratonneux (FR) 

Inventeur: Cohen, Daniel 

5, Rue Jeanne d'Arc 

F-94160 Saint Mand6 (FR) 

Inventeur: Marcadet, Troton Agnds 

12, Place Bonsergent 

F.75010 Paris (FR) 



@ Mandataire : Ramey, Daniel et al 
Cabinet Ores 6 Avenue de li/iessine 
F-75008 Paris (FR) 



II est rappel6 que : Dans un d^lai de neuf mois ^ compter de la date de publication de la mention de la 
d6lfvrance du brevet europ6en toute personne peut faire opposition au brevet europ^n d6livr6, auprto 
de rOffice europ6en des brevets. L'opposition doit 6tre fonm6e par 6crit et nr>otiv6e. Elle n'est r6put6e 
fonn^e qu*apr6s paiement de la taxe d'opposition (Art. 99(1) Convention sur le brevet europ6en). 



Jouve. 18. riie Saint-Denis. 75001 PARIS 



1 



EP 0 379 437 B1 



2 



Description 

L'invention ooncerne un proc6d6 et un dispositif 
de regulation thermique rapide d'une plurality de zo- 
nes de parol selon le pr^ambule de ta revendication 5 
1 et selon le pr^ambule de la revendication 6. 

Un tet proc6d6 et un tel dispositif sont connus par 
le US-A-4 679 615. Un tel proc6d6 est utilise notam- 
ment pour des operations de btologie moieculaire 
comportant des reactions d temperature contr6iee tel- io 
tes que par exemple des operations de traltement en- 
zynnatique d'ADN. 

Certaines de ces operations necessitent de sou- 
mettre des echantillons de cellules ou de macromoie- 
cules e des cydes thermiques comprenant des pa- is 
tiers de temperature chacun determine de fa^on tres 
precise en duree et en temperature (AT < 0,1° C). 
Dans certains cas, ces cycles de temperature doivent 
etre repetes de nombreuses fois. 

II est de plus souhaitable, pour des raisons de 20 
rendement de realiser ces operations simultanenr»ent 
sur un grand nombre d'echantillons. it faut alors pou- 
voir contrdler dans le temps, de fa^on tres precise, la 
temperature d*un grand nombre d'echantSlons, faire 
varier de fa^on uniforme la temperature de ces 25 
echantillons, et realiser les transitions entre les pa- 
lters de temperature aussi rapidement que possible 
pour que la duree totale d'une operation determinee 
soit compatible avec une application industrielle (les 
durees des reactions biologiques ne pouvant quant e 30 
elles pas etre reduites). 

On connait par le docunr>ent US-A-4 679 615 un 
precede et un appareil de chauf fage et de refroidisse- 
ment d'echantillons biologiques au nrK>yen d'une pla- 
que conductrice de chaleur qui porte les echantillons 35 
et dont les extremites sont en contact avec un liquide 
que Ton peut chauffer ou refroidir. il est prevu que les 
extremites de la plaque soient e des temperatures dif- 
ferentes pour etablir un gradient de temperature dans 
la plaque, de sorte que ies echantillons biologiques 40 
sont soumts e des temperatures differentes. Ce pro- 
cede et cet appareil ne permettent pas de soumettre 
des echantillons biologiques simuttanement e des cy- 
cles thermiques identiques. 

Le document FR-A-2 193 187 decrit un dispositif 45 
de chauffage isotherms e plusieurs chambres de 
chauffage du type "caloduc", c'est-^dire comprenant 
un reservoir contenant un f luide de transport de cha- 
leur en phase liquide et en phase vapeur, et une sour- 
ce de chaleur telle qu'un brOleur ou une resistance so 
eiectrique, assodee d ce reservoir. Ce dispositif per- 
met de maintenir une temperature constante dans les 
chambres de chauffage, mais ne permet pas d'y rea- 
liser simuttanement des cydes thermiques compre- 
nant des palters de temperature se pares par des tran- 55 
sitions brusques. 

L'invention a precisement pour objet un procede 
et un dispositif de regulation rapide d'une temperatu- 



re, qui permettent d'eviter les inconvenients de la 
technique oonnue et de satisfaire aux conditions ex- 
primees ci-dessus. 

L'invention a egalement pour objet un procede et 
un dispositif de ce type, qui soient notamment appli- 
cabtes d la realisation d'operations de biotogie moie- 
cuiaire du type precite, simuttanement sur un grand 
nombre d'echantllons biologiques. 

L'invention a encore pour objet un precede et un 
dispositif de ce type, qui soient appticables e d'autres 
cas, lorsqu'tl faut faire varier de fa^on rapide et preci- 
se ta temperature d'un element ou d'un ensemble 
d'eiennents, comma c'est par exemple le cas dans des 
reacteurs e temperature de parol contr6iee, des reac- 
teurs enzymatiques, des reacteurs cellulalres, des 
reacteurs de polyn>erisation, de traltement ou de 
transformation des materiaux plastiques, en photo- 
graphie (traitement des films), etc. 

L'invention propose done un procede de regula- 
tion thermique rapide d'une pluralite de zones de pa- 
rol en particulierde receptades contenant des echan- 
tillons biologiques. pour les soumettre simuttanement 
e des cydes thermiques identiques comportant des 
patters successifs de durees et de temperatures pre- 
determinees separes par des transitions, en utilisant 
pour cela une enceinte entourant lesdites zones de 
parot et contenant un f lulde de transfert de chaleur en 
contact thermique avec ces zones de paroi, et une 
source exterieure de chaleur associee e I'enceinte 
pour ceder et pretever de la chaleur audit f luide afin 
de n^intenir la temperature des zones de parol egale 
e une temperature de consigne imposee par ia sour- 
ce, caracterise en ce qu'D consiste e enfermer de fa- 
9on etanche un equHibre liquide- vapeur dudit fluide 
dans ladite enceinte, celle-ci permettant la libra circu- 
lation de ta phase vapeur du fluide et comportant un 
revetement interne de circulation capitlaire de la pha- 
se liquide du fluide, et e commander ladite source 
pour feire varier ia temperature de consigne confor- 
mement aux palters des cydes thermiques precites et 
realiser des transitions brusques entre ces palters, ia 
temperature desdites zones de parois suivant de fa- 
(on quasi-instantanee les variations de ladite tempe- 
rature de consigne par condensations et vaporisa- 
tions locales du fluide dans I'enceinte. 

L'invention fait une application particuliere, de la 
technique du "caloduc" utilisee initialement dans I'in- 
dustrie spatiale pour evacuer rapidement une grande 
quantite de chaleur produite par un element chauf- 
fant. qui est en general un boltter d'eiectronique inte- 
gre e un satellite. Le caloduc est essentiellement un 
tube ferme contenant un revetement interne d'un ma- 
teriau poreux e drculatton capitlaire de liquide. et un 
fluide determine restant d retat diphasique liquide- 
vapeur dans le tube dans les conditions de travail en- 
visagees. Les deux extremites du tut>e sont raccor- 
dees. Tune e reiement chauf fant, I'autre e une surfa- 
ce de dissipation de chaleur e I'exterieur par rayonne- 
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ment Le transfert de chaleur entre l'6I6ment chauf- 
fant et I'ext^rieur se fait dans le caloduc par change- 
ment de phase du fluids qui. de fagon continue, se va- 
porise au voisinage de I'^l^ment chauffant et se 
condense au voisinage de la surface de diffusion vers 5 
I'ext^rieur. le revfitement de mat^riau capillaire assu- 
rant de fa^on continue et quasi-instantan^e le trans- 
fert du liquide de Textr^mit^ froide d Textr^nnit^ chau- 
de du caloduc. La conductibtlit6 thermlque d'un calo- 
duc est tr^s 6lev6e. de plusieurs ordres de grandeur io 
sup^rieure d celle du cuivre. par exemple. 

Ce principe a ^galement 6t6 utOisd, conime d^jd 
dit, pour le chauffage de chanrtbres ^ temperature 
constante. 

L'invention utilise ce principe connu dans un but is 
different pour r^aliser de fa^on praise et quasi-lns- 
tantan^e des cycles de variation de temperature de 
parois en contact avec un fiuide approprie. Plus pr^- 
cisement. invention permet de chauffer et de refroi- 
dir ^ volontd et de fa^on quasi-instantanee des 20 
echantillons en contact thermique avec un fiuide ap- 
proprie en equilibre diphasique liquide-vapeur, et de 
maintenir ces echantillons d une temperature precise 
pendant une duree deter minee. 

En d*autres termes, l'invention pernriet, en utili- 25 
sant le mSme moyen, de maintenir une temperature 
^ une valeur predeter minee et de fiaire varier brus- 
quement cette temperature jusqu'd une autre vateur 
predeter minee. grdce au fait que le moyen utilise pre- 
sente vis-d-vis de I'exterieur, soit une inertie thermi- 30 
que sensiblement inf inie (qui lui permet de maintenir 
la temperature precise predeterminee et de la sous- 
traire aux influences des phenomenes exterieurs pa- 
rasites), soit une inertie thermique sensiblement nul- 
le (ce qui lui permet de faire varier tres rapidement 35 
cette temperature, jusqu'e une autre valeur predeter- 
minee). 

Selon un mode particulierde l'invention. le prece- 
de consiste egalement d determiner la nature et la 
masse totale du fiuide en fonction du volume de ladite 40 
enceinte de telle sorte que requilibre liquide-vapeur 
du fiuide et impregnation du revetement capillaire 
par le fiuide en phase liquide soient maintenus pour 
toute temperature comprise dans une gamme prede- 
terminee de temperatures de consigne. 45 

Lorsque le procede selon l'invention est utilise 
pour des operations de biologie moieculaire. oCi la 
temperature d'un echantillon peut varier selon un cy- 
cle determine entre des valeurs extremes de 0 et 100^ 
C environ par exemple, l'invention permet de faire va- so 
rier de fa^n quasi-instantanee la temperature des 
echantillons soumis e ces reactions, pour lui faire 
prendre n'importe quelle valeur comprise entre les 
valeurs extremes precitees. 

La source de chaleur utilises peut etre du type re- ss 
versible. permettant seiectivement d'augmenter et de 
diminuer la temperature de consigne du fiuide. ou 
bien peut comprendre deux sources de chaleur 



commutables, Tune permettant d'augmenter la tem- 
perature de consigne du fiuide et I'autre de la dimi- 
nuer. 

En variante, la source d'energie exterieure peut 
comprendre des moyens permettant de faire varier la 
pression de vapeur du fiuide dans I'enceinte. 

En effet. une variation de la pression de vapeur 
du fiuide dans Tencetnte permet soit d'eiever la tenv 
perature de ce fiuide (compression de la phase va- 
peur). soit de diminuer cette temperature (detente de 
la phase vapeur). Moyennant un etalonnage et une 
detection precise de la pression et de la temperature 
du fiuide, un moyen dassique de variation de pres- 
sion du type parol deformable par exemple. permet 
de determiner la temperature de consigne du fiuide. 

Dans le cas ou l'invention est appliquee d des 
reactions de biologie moieculaire. les elements dent 
on va regular la temperature peuvent etre des tubes 
munis de membranes de filtration et contenant des 
echantillons biologiques tels que des cellules ou des 
macro-moiecules. et le precede selon l'invention 
consiste alors e combiner les variations cydiques de 
temperature avec des additions de reactifs et des va- 
riations de pression dans les tubes, par exemple pour 
le traitement d'ADN. 

Dans ce cas. les durees des transitions entre des 
paliers predetermines de temperature deviennent 
sensiblement negltgeables par rapport e la duree cu- 
muiee des reactions biologiques elles*memes. 
L'invention propose egalement un dispositif de regu- 
lation thermique rapide d'une pluralite de zones de 
parol, en particulier de receptades contenant des 
echantillons biologiques. pour les soumettre simulta- 
nement e des cydes thermiques identiques compor- 
tant des paliers successtfs de durees et de tempera- 
tures predeter mi nees separes par des transitions, ce 
dispositif comprenant une enceinte entourant lesdites 
zones de parol et contenant un fiuide de transfert de 
chaleur en contact thermique avec ces zones de pa- 
rol, et une source exterieure de chaleur associee e 
I'enceinte pour ceder et preiever de la chaleur audit 
fiuide af in de maintenir la temperature des zones de 
parol egale d une temperature de consigne imposee 
par ladite source, caracterise en ce que I'enceinte est 
fermee de fa^on etanche et contient un equilibre liqui- 
de-vapeur dudit fiuide. cette enceinte permettant la I'h 
bre circulation de la phase vapeur du fiuide et 
comprenant un revetement interne de drculation ca- 
pillaire de la phase liquide du fiuide, le dispositif 
comprenant des moyens de oommande de la source 
pour faire varier la temperature de consigne confer- 
mement aux paliers des cydes thermiques precites 
et realiser des transitions brusques entre ces paliers. 
la temperature desdites zones de parol suivant de fa- 
(on quasi-instantanee les variations de ladite tempe- 
rature de consigne par condensations et vaporisa- 
tions locales du fiuide dans I'enceinte. 

Dans un mode de realisation de ce dispositif. ap- 
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plicabte notamment aux reactions de bidogie mol6cu- 
latre, l*enceinte comporte des passages parall^les 
d^bouchant ^ Text^rieur et formant receptacles ou lo- 
gements de tubes dans lesquels sent places des 
^chantillons biologiques tels que des cellules ou des 5 
macromol^cules. 

Les parols de ces passages forment des moyens 
de transfert thermlque par conduction entre le conte- 
nu des receptacles ou les tubes et le fluide contenu 
dans Tenceinte. tandis que les parols de Tenceinte sur io 
lesquelles d^bouchent les extr^mltes des passages 
sont recouvertes d etanch6it6 par des capots asso- 
ci^s e des moyens de mlse en pression ou en depres- 
sion du contenu des receptacles ou des tubes. 

De preference, les tubes sont portes e une extre- f5 
mite par une meme plaque transversaie destinee d 
etre appliquee sur une parol de I'enceinte lorsque les 
tubes sont loges dans les passages de I'enceinte. 

On peut ainsi traiter simuttanement un tres grand 
nombre de tut>es contenant chacun un echantillon 20 
biologique. 

L' invention sera mteux comprise et d'autres de- 
tails et avantages de celle-ci apparattront plus daire- 
ment e la lecture de la description qui suit, faite e titre 
d'exemple, en reference aux dessins annexes dans 25 
lesquels : 

la figure 1 est un schema de principe de Tinven- 
tion ; 

la figure 2 represente schematiquement un dis- 
positif selon Tinvention, pour des operations de 30 
biologie moieculaire ; 

la figure .3 est une vue schematique en coupe 
d'une partie essentielle du dispositif de ta figure 
2; 

la figure 4 represente schematiquement une va- 35 

riante de realisation du dispositif. 

On se refere tout d*abord d la figure 1 . pour ex- 
pliquer le principe de Tinvention. 

La reference 10 designe une enceinte etanche 
fermee et de preference au tm'ins localement calori- 40 
fugee, comprenant une paroi 12, par exemple tubutai- 
re, dont on veut faire varier la temperature. La paroi 
12 est en contact avec un fluide enferme dans I'en- 
ceinte 10 et qui se trouve en equilibre liquide-vapeur 
pour toutes les valeurs entre lesquelles on veut faire 45 
varier la temperature de la paroi 12. Le fluide en pha- 
se liqutde impregne compietement un revetement 14 
en materiau poreux ou f ibreux par exemple, capable 
d'assurer une circulation capillaire du liquide, et qui 
tapisse Tenceinte 1 0 et la paroi 1 2 en menageant des so 
chemins continus de circulation capillaire de Itquide 
entre la parol 12 et une partie peripherique de la paroi 
de I'enceinte 10. 

Cette parol peripherique de V enceinte 10 est en 
contact thermlque avec une source d'energie exte- 55 
rieure S telle qu'une source de chaleur du type rever- 
sible (e effet Peltier par exemple ou e circulation de 
fluide). Cette source S est destinee e imposer une 



temperature de consigne Tc au flukle qui se trouve 
dans I'enceinte 1 0 en equilibre liquide-vapeur, de telle 
sorte que la temperature Te de la parol 12 devienne 
egale e ta temperature de consigne Tc le plus rapide- 
ment possible. Lorsque la temperature de consigne 
Tc est superieure e la temperature du fluide, i) se pro- 
duit localement, dans la zone de contact thermique 
avec la source de chaleur exterieure une vaporisa- 
tion d'une partie du fluide en phase liquide, qui se tra- 
duit par une augmentation de la pression e I'interieur 
de I'enceinte 10. Comme la temperature d'equilibre li- 
quide-vapeur varie dans le meme sens que la pres- 
sion, I'augmentation precitee de la pression se tradutt 
par une augmentation de la valeur de la temperature 
d'equilibre liquide-vapeur dans I'enceinte. Cette terrv 
perature devient superieure d la temperature de la pa- 
rol 12. ce qui provoque une condensation locale du 
fluide. Cette condensation se traduit par un degage- 
ment de chaleur, le fluide cedant sa chaleur latente de 
condensation aux parties froides de I'enceinte. Si 
I'enceinte 1 0 est convenablement calorifugee, la seu- 
le source froide disponible est la paroi 12, qui revolt 
done la chaleur latente de condensation de la partie 
condensee du fluide. Cet apport de chaleur se traduit 
par une augmentation de la temperature Te de la paroi 
12. 

Ce double phenomene de vaporisation locale du 
fluide dans la zone de contact thermique avec ta 
source de chaleur exterieure S, et de condensation lo- 
cale dans la zone de contact avec la paroi 12 se tra- 
duit par une circulation capillaire du liquide de la paroi 
12 vers la zone de contact avec la source S, et se 
poursuit jusqu'e requilibre des temperatures obtenu 
pour Tc = Te. Comme la chaleur latente de condensa- 
tion du fluide est tres superieure e sa chaleur speci- 
f ique pour les variations de temperature considerees, 
reievation de la temperature de la paroi 12 est quasi- 
instantanee. Ce sont en fait les transferts de chaleur 
par conduction e travers la paroi de I'enceinte 10, qui 
vont ralenttr la regulation de temperature. 

Inversement lorsque Ton souhaite diminuer la 
temperature de la paroi 12 par rapport e la tempera- 
ture d'equilibre, on diminue la temperature de consi- 
gne Tc jusqu'e la valeur souhaitee, ce qui se traduit 
par une condensation locale de fluide dans I'enceinte 
10, une diminution de la pression dans cette enceinte 
et une diminution correspondante de ta temperature 
d'equilibre liquide-vapeur du fluide, et done par une 
vaporisation de liquide au voisinage de la paroi 12. Le 
liquide qui se vaporise preieve sa chaleur latente de 
vaporisation sur la paroi 12, qui est la seule source 
chaude disponible. La temperature de la paroi 12 di- 
minue done jusqu'e devenir egale e la temperature de 
consigne Tc, grdce au transfert de fluide en phase li- 
quide dans le revetement capillaire de I'enceinte 10. 
entre ses zones de contact thermique avec la source 
Set la paroi 12. 

Un chobc de materiaux appropries permet d'anne- 
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liorer le transfert de chaleur par conduction entre le 
fluide contenu dans I'enceinte 10. la parol 12 et la 
source de chaleur ext^rieure S. En ce qui concerne 
cette dernl6re, les moyens de liaison avec I'enceinte 
10 peuvent 6galement dtre du type caloduc si n^ces- 
saire et conform^s 6ventuellement pour recevoir si- 
multan^ment plusieurs enceintes. 

On peut bien entendu. au lieu d'utiliser une sour- 
ce de chaleur S du type reversible, utiliser s^iective- 
ment une source ext^rieure chaude et une source ex- 
t^rieure froide, dont Tune servira d augmenter la tem- 
perature de consigne, et I'autre d la diminuer. 

On peut egalement. en variante. remplacer cette 
source de chaleur ext^rieure par un nnoyen approprie 
de variation de la presston de vapeur du fluide d Tin- 
terieur de Tenceinte 10. Cette variation de pression 
peut se faire. soit par injection de fluide sous pression 
dans I'enceinte. soit par diminution du volume de Ten- 
ceinte. au moyen d'une paroi mobile ou d*une parol 
eiastiquement ddformable du type membrane. 

Dans tous les cas. une source d'^nergie ext^rieu- 
re S permet. par changement de phase du fluide 
contenu dans I'enceinte 10. de faire varier rapide- 
ment. quasl-instantanement. la temperature de la pa- 
roi 12. 

L'enceinte 10 permet 6galement de maintenir la 
temperature de la paroi 12 d une valeurde consigne 
imposee par la source S. Toute variation de la tempe- 
rature de paroi 12 qui serait due par exemple e un de- 
gagement ou une absorption de chaleur au cours 
d'une reaction chimique est immediatement et auto- 
matiquement compensee par Tenceinte 10 qui prote- 
ge egalement la paroi 12 des Influences exteheures 
parasites. 

La figure 2 repr^sente un dispositif d'application 
du principe selon I'lnvention. Pour faciliter la compre- 
hension, on a donne en figure 2 les memes referen- 
ces qu'en figure 1 aux elements du dispositif qui 
correspondent e ceux representes en figure 1. 

On retrouve done en figure 2 une enceinte 1 0 fer- 
mee de fagon etanche, contenant un fluide approprie 
en equilibre diphaslque iiquide-vapeur et un revete- 
ment interne assurant une circulation capillalre du 
fluide en phase Itquide. et dans laquelle sont mena- 
ges des passages de reception des elements dont il 
faut reguler la temperature. La source exterieure de 
chaleur S est en contact thermique par conduction 
avec la parol peripherique de I'enceinte 10. dont les 
deux parois transversales superieure et inferieure 
16.18 sont calorifugees. 

Les elements sont des tubes 12 portes par une 
m§me plaque 20 et sont destines e s'engager dans 
des passages parelieies traversants 22 de I'enceinte 
10 qui sent conformes de fa^on e recevoir les tut^ 
12 en etablissant un bon contact thermique avec eux. 
Pour cela. les tubes 12 peuvent etre e surface exte- 
rieure legerementtronconique. les passages 22 ayant 
une surface interieure correspondante. 



Les tubes 12 sont dans le cas present ouverts d 
leurs deux extremites. etieurs extr^mites superieures 
debouchent sur la face superieure de la plaque 20. 
Des capots 24 et 26 sont prevus pour recouvrir de fa- 
5 (on etanche. respectivement la plaque 20 portant les 
tubes 1 2 et la face inferieure 1 8 de I'enceinte 1 0. Ces 
capots 24.26 sont relies e des moyens 28 de 
conrvnande de la pression regnant aux deux extremi- 
tes des tubes 12. de part et d'autre d'une nrtembrane 

10 de filtration montee transversalement d rinterieur de 
chaque tube 12. 

Les moyens 28 commandant egalement le fonc- 
tionnement de la source d'energie exterieure S. pour 
regler la temperature dans les tubes 12. 

IS La figure 3 est une vue schematique en coupe, 

plus detainee, de la partie essentielle de ce dispositif 
en position de fonctionnement 

On voit en figure 3 les tubes cylindriques 12 
comprenant une membrane de filtration 30. qui sont 

20 encastres dans les passages traversants 22 de Ten- 
ceinte 1 0. et les capots 24 et 26 montes de fagon etan- 
che. respectivement sur la plaque 20 portant les tu- 
bes 12 et sur la paroi inferieure de I'enceinte 10. Des 
plaques ou feuilles 32 de materiau thermiquennent 

25 isolant perfor6es au debouche des passages 22. sont 
interposees entre les parois superieure et inferieure 
de I'enceinte 10 d'une part, et la plaque 20 et le capot 
inferieur 26. respectivement. d'autre part 

Le fluide utilise dans le dispositif selon invention 

30 est par exemple un '^eon" (marque deposee) prdsen- 
tant les caracteristiques requises. 

Le revetement de materiau par exemple poreux 
ou fibreux assurant la circulation capiltaire du tiquide 
e rinterieur de I'enceinte 10 peut etre un materiau par 

35 exemple fritte, mouillable par le liquide et utilise de fa- 
9on dassique dans I'industrie frigorif ique. 

L'enceinte 10 est realisee en materiau resistant 
aux variations de pression (celles-ci sontde I'ordre de 
1 5 % environ de part et d'autre d'une pression moyen- 

40 ne lorsque la temperature varie de 0 e 1 00"" C), le ma- 
teriau pouvant etre, soitun bon conducteur thermique 
tel que le laiton pour un transfert de chaleur optimal 
avec la source exterieure S. soit un materiau thermi- 
quement isolant pour reduire les transferts de chaleur 

45 par les faces superieure et inferieure 16, 18 de I'en- 
ceinte. Dans le premier cas. les faces 16. 18 de I'en- 
ceinte sont calorifugees tandis que. dans le second 
cas, on prevoit des moyens de transfert de chaleur ^ 
travers la paroi peripherique de I'enceinte. 

50 Dans la variante de realisation representee sche- 

matiquement en Figure 4. le dispositif comprend une 
enceinte 10 du type prectte, assodee e une source de 
chaleur exterieure S et recevant, dans les cavites de 
sa face superieure. des puits ou tubes 12 portes d 

55 leurs extremites superieures par une meme plaque 
20. Cette plaque 20 est recouverte d'un film 34 de 
matiere impermeable qui obture les puits ou tubes 12. 
Un capot chauffant ou refroidissant 36 recouvre la 
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plaque 20 et est associ^ d des moyens 38 de regula- 
tion thermlque malntenant sa temp^ratuie sensible- 
ment ^gale d celle des tubes 12. 

Bien entendu, Is capot 36 peut 6gatement 6tre 
constttu^ par une enceinte de mdme type que Ten- 5 
ceinte 1 0, associ6 d la m6me source S que celle-d. 

Le nomt>re de tubes 12 port^ par la f^aque 20 
peut 6tre relativement important (par exempte et de 
fa^n dassique 96 tubes en 8 rang^es et 12 colon- 
nes) et les tubes 12 peuvent dtre moulds d'une pi^ce io 
avec la plaque 20. 

On peut utiltser le dispositif selon Tinvention avec 
une seule source de chaleur ext^rieure, de type 
versible, ou bien avec deux sources de chaleur 
commutables, I 'une chaude et Tautre froide. is 

Le dispositif selon I'invention sera, dans la prati- 
que, associe d un rot)ot command^ parordinateur, qui 
viendra disposer les ^chantOlons d tralter et les addi- 
trfs ou r^actifs 6ventuels dans les tubes 12, placera la 
plaque 20 portant la sdrte de tubes 12 sur I'enceinte 20 
10, d^placera 6ventuellement cette enceinte d'une 
source de chaleur d Tautre, etc... La commande de 
pression aux extr^mit^s des tubes 12 permettra de 
rtotiser des f titrations, des dialyses, des recupera- 
tions de matiere solide par inversion de la difference 25 
de pression, etc... 



Revendications 

30 

1. Precede de regulation thermique rapide d'une 
pluralite de zones de paroi (12, 20) en particulier 
de receptades contenant des echantillons biolo- 
giques, pour les soumettre simultanement d des 
cydes thermiques identiques comportant des 35 
paliers successrfs de durees et de temperatures 
predeterminees separes par des transitions, en 
utilisant pourcela une enceinte (10) entourant les 
lesdttes zones de paroi et contenant un ftuide de 
transfert de chaleur en contact thermique avec 40 
ces zones de parol, et une source exterieure de 
chaleur (S) associee d I'enceinte pour ceder et 
preiever de la chaleur audit fluide afin de mainte- 
nlr la temperature des zones de paroi egale e une 
temperature de consigne imposee par la source, 4S 
caracterise en ce qu'3 consiste d enfermer de fa- 
9on etanche un equilibre liqutde-vapeurdudit flui- 
de dans ladite enceinte (10), celle-ci permettant 
la libra drcutation de la phase vapeur du ftuide et 
comportant un revetement interne de circulation so 
capillaire de la phase liquide du fluide, et d 
convnander ladite source (S) pour fairs verier la 
temperature de consigne conformement aux pa- 
liers des cydes thermiques predtes et realiser 
des transitions brusques entre ces pafiers, la 55 
temperature desdites zones de parois suivant de 
fapon quasHinstantanee les variations de ladite 
temperature de consigne par condensations et 



vaporisations locales du fluide dans I'enceinte 
(10). 

2. Precede selon la revendication 1, caracterise en 
ce qu'il consiste e determiner la nature et la mas- 
se totale du fluide en foncdon du volume de Ten- 
ceinte (10) de telle sorte que requiiibre liquide- 
vapeur du fluide et I'tmpregnation du revetement 
(14) par le fluide en phase liquide sotent mainte- 
nus pour toute temperature comprise dans une 
gamme predeterminee de temperatures de 
consigne. 

3. Procede selon la revendication 1, caracterise en 
ce que ladite source (S) est d'un type reversible, 
pernDettant d'augnnenter et de diminuer seiective- 
ment la temperature de consigne (Tc). 

4. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracteri- 
se en ce qu'il consiste k assoder d I'enceinte (1 0) 
deux sources de chaleur commutables. Tune 
chaude et I'autre froide. ete les commander en at- 
ternance pour respectivement augmenter et dimi- 
nuer la temperature desdites zoneS^de parois. 

5. Precede selon I'une des revendications 1 d 4, ca- 
racterise en ce qu*il consiste egalement e asso- 
ciere ladite source (S) des nK)yens permettant de 
faire varier la pression de vapeur du fluide dans 
I'enceinte (10). 

6. Dispositif de regulation thermique rapide d'une 
pluralite de zones de paroi (12, 20) en particulier 
de receptades contenant des echantillons bioto- 
giques, pour les soumettre simultanement e des 
cydes thermiques identiques comportant des 
paliers successifs de durees et de temperatures 
predeterminees separes par des transitions, ce 
dispositif comprenant une enceinte (10) entou- 
rant lesdites zones de paroi et contenant un fluide 
de transfert de chaleur en contact thermique 
avec ces zones de paroi, et une source exterieure 
de chaleur (S) associee e I'enceinte pour ceder et 
preiever de la chaleur audit fluide afin de mainte- 
nir la temperature des zones de paroi egale d une 
temperature de consigne imposee par ladite 
source, caracterise en ce que I'enceinte (10) est 
fermee de fapon etanche et contient un equilibre 
liquide-vapeur dudit fluide, cette enceinte per- 
mettant la libra circulation de la phase vapeur du 
fluide et comprenant un revetement interne (14) 
de circulation capillaire de la phase liquide du flui- 
de. le dispositif comprenant des moyens (28) de 
commande de la source (S) pour faire varier la 
temperature de consigne conformement aux pa- 
liers des cydes thermiques predtes et realiser 
des transitions brusques entre ces paliers, la 
temperature desdites zones de paroi suivant de 
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fa^on quasHinstantan6e les variations de ladtte 
temperature de consigne par condensations et 
vaporisations locales du fluide dans Tenceinte 
(10). 

5 

7. Dteposittf selon la revendication 6, caract^s6 en 
ce que ladtte source (S) est reversible, et peut s6- 
lectivement fournir de la chaleur au fluide et lui en 
preiever. 

10 

8. Dispositrf selon la revendication 6, caracteris6 en 
ce que ladite source ext^rieure comprend deux 
sources de chaleur commutables, Tune chaude et 
I'autre froide. 

IS 

9. Oispositif selon la revendication 6« caracteris6 en 
ce que ladite source comprend des moyens de 
variation de la pression de vapeurdu fluide conte- 
nu dans I'enceinte (10). 

20 

10. Dispositif selon I'une des revendications 6 d 9. ca- 
racterise en ce que la source exterieure (S) est en 
contact thermique avec ledit fluide par au moins 
une partie d'une parol de I'enceinte (10), dont les 
autres parois (16,18) sont au moins localement 25 
calorifugees. 

11. Dtepositrf selon I'une des revendications 6^10, 
caracterise en ce que ladite enceinte (10) 
comprend des passages paral Idles (22) ddbou- so 
chant d I'exterieur et formant receptacles et/ou 
logements de tubes (12). 

12. Dispositif selon la revendication 11. caracterise 

en ce que les parois desdits passages (22) for- 35 
ment des moyens de transfert thermique par 
conduction entre le contenu des receptacles ou 
les tubes (12) et le fluide contenu dans I'enceinte 
(10). 

40 

13. Dispositif selon la revendication 11 ou 12, carac- 
terise en ce que les parois (16. 18) de Tenceinte 
sur lesquelles debouchent les extremites des 
passages (22) sont recouvertes d etancheite par 

des capots (24, 26) associes e des nrK)yens seiec- 45 
tifs (28) de mise en pression ou depression du 
contenu desdits receptacles ou des tubes (12). 

14. Dispositif selon la revendication 13. caracterise 

en ce que les tubes (1 2) sont ouverts d leurs deux so 
extremites et munis de membranes de filtration 
(30). 

15. Dispositif selon I'une des revendications 11 d 14. 
caracterise en ce que lesdits tubes ( 1 2) sont por- 55 
tes e une extremite par une mdme plaque trans- 
versale (20) destinee e etre appliquee sur une pa- 
rol (16) de i'enceinte (10). 



16. Dispositif selon ia revendication 11 ou 12. carac- 
terise en ce que les tubes (12) sont portes e leurs 
extremites superieures par une m§me plaque 
(20) et sont obtures par un film (34) de matiere im- 
permeable pose sur cette plaque, celte-ci etant 
montee dans Tenceinte (10) precitee et recouver- 
te d'un capot chauffant ou refroidissant (36) as- 
socie e des moyens (38) de regulation thermique 
maintenant sa temperature e une valeur sensible- 
ment egale d celle des tubes (12). 



Patentanspruche 

1. Verfahren zur thermischen Schneliregelung e'h 
ner Mehrzahl von Bereichen einer Wand (12. 20). 
tnsbesondere von BehSltern. welche biotogische 
Proben enthalten, um sie zugleich identischen 
thermischen Zyklen zu unterwerfen. die aufein- 
anderfolgende Stufen mit vort>estimmter Dauer 
und Temperatur aufweisen. welche durch Ober- 
gange voneinander getrennt sind, wobei ein die- 
se Wandbereiche umschlie&endes Gehause 
(10). welches ein warmeubertragendes Fluidum 
enthalt. das mit den Wandbereichen thermisch in 
Kontakt steht, und eine externe Warmequelle 
(S). welche dem Gehause zugeordnet ist. Ver- 
wendung findet. um Warme an dieses Fluidum 
abzugeben und von diesem aufzunehmen und so 
die Temperatur von Wandbereichen an einer 
von der Quelle vorgegebenen Solltemperatur 
zu halten, dadurch gekennzelchnet, dafi ein 
Flussigkeits/Dampf-Gleichgewicht des Flui- 
dums in diesem Gehause (10) dicht eingeschlos- 
sen ist, welches eine freie Zirkulatbn der Dampf- 
phase des Fluidums ermdglicht und eine innere 
Auskleidung fur eine kapillare Zirkulation der 
Ftussigphase des Fluidums aufweist, und diese 
Quelle (S) gesteuert wird. um die gemad der Stu- 
fen des thermischen Zyklus vorgegebene Terrv 
peraturzu andern und zwischen diesen Stufen ei- 
nen abrupten Obergang herbeizufuhren. wobei 
die Temperatur dieserWandbererche durch loka- 
le Kondensation und Verdampfung des Fluidums 
in dem Gehause (10) quasi-unverzuglich den An- 
derungen der Solltemperatur folgL 

2. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekenn- 
zeichnot, daft die Etgenschaften und die Ge- 
samtmasse des Fluidums in Abhangigkelt von 
dem Volumen des Gehauses (10) bestimmt 
werden, soda& das Flussigkeits/Dampf- 
Gleichgewicht des Fluidums und die Anret- 
cherung der Auskleidung (14) mit Fluidum in der 
flussigen Phase fur alle Temperaturen in einem 
vort>estimmten Bereich voi^gebbarer Temperatu- 
ren liegt 
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Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekenn- 
zeichnet, daA die Quelle (S) reversibei ist und ein 
selektives Erhohen und Verringern der vorgege- 
benen Temperatur (Tc) ermdglicht 

5 

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi dem Gehause (1 0) zwei kom- 
mutierende Warmequellen zugeordnet sind. von 
denen eine warm und die andere kalt ist, und da& 
diese alternierend angesteuert warden, um die io 
Tempeialur der Wandbereiche zu vergroBern 
bzw. zu verkleinern. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, da- 
durch gekttnnzeichnet, da& die Quelle (S) Mit- is 
tetn zugeordnet ist welche das Verdndern des 
Dampfdruckes des Ruidums in dem GehSuse 
(10) ermdglichen. 

Vorrichtung zur thermtschen Schneltregelung ei- 20 
net Mehrzaht von Bereichen einer Wand (12, 20), 
insbesondere von BehSltern, welche biologische 
Proben enthatten, um sie zugletch identischen 
thermtschen Zyklen zu unterwerfen, die aufein- 
anderfolgende Schritte mit vorbesttmmter Dauer 25 
und Temperatur aufweisen, welche durch Ober- 
gSnge voneinander getrennt sind. wobet diese 
Vorrichtung ein Gehause (10). welches die 
Wandbereiche umschlie&t und ein warmeuber- 
tragendes Fluidum enthalt, das mit den Wandbe- 30 
reichen thermisch in Kontakt steht, sowie eine 
externe WSrmequelle (S) auf weist, die dem Ge- 
hSuse zugeordnet ist. um W§rme an dieses Flui- 
dum abzugeben und von diesem aufzunehmen 
und so die Temperatur von Wandbereichen an ei- 35 
ner von der Quelle vorgegebenen Solltemperatur 
zu halten, dadurch gekennzelchnet, daB das 
GehSuse (10) dicht abgeschlossen ist und ein 
Flussigkeits/Dampf-Gleichgewk:ht enthalt, wobei 
dieses Gehause eine freie Zirkulation der Dampf- 40 
phase des Fluidums ermdglicht und eine innere 
Auskletdung (14) fur eine kapillare Zirkulation der 
Russigphase des Fluidums aufweist, und diese 
Vorrichtung Mittel (28) zum Steuern der Quelle 
(S) aufweist, um die gema& der Stufen thermi- 45 
scher Zyklen vorgegebene Temperatur zu andern 
und zwischen diesen Stufen einen abrupten 
Obergang hert>eizufuhren. wobei die Temperatur 
dieser Wandbereiche durch k)kale Kondensation 
und Verdampfung des Ruidums in dem Gehduse so 
(10) quashunverzuglich den Anderungen der 
Solltemperatur folgt 

Vorrichtung nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Quelle (S) reversibei ist und 55 
dem Flukium selektiv Warnrie zufuhren Oder ent- 
nehmen kann. 



8. Vorrichtung nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet dafi die externe Quelle zwei kommutie- 
rende Warmequellen aufweist, von denen eine 
warm und eine kalt ist 

9. Vorrichtung nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Quelle Mittel zum Verindern 
des Dampfdruckes des in dem Gehause enthal- 
tenen Fluidums aufweist. 

10. Vorrichtung nach einem der Anspruche 6 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, daft die externe 
Quelle (S) uber zumindest einen Teil einer Wand 
des Gehauses (10) mit dem Fluidum thermisch in 
Kontakt steht wobei die anderen Wande (16, 18) 
zumindest teilweise wSrmeisoliert sind. 

11. Vorrichtung nach einem der Anspruche 6 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, dafi dieses Geh§use 
(10) parallele Durchgange (22) aufweist welche 
nach au&en fuhren und Behdlter und/oder Auf- 
nahmen fur R5hren (12) aufweisen. 

12. Vorrichtung nach Anspruch 11, dadurch ge- 
kennzeichnet daft die Wande dieser Durchgan- 
ge (22) durch eine Verbindung zwischen dem In- 
halt der BehSlter oder der Rdhren (12) und dem 
in dem Gehause (10) enthaltenen Fluidum die 
Mittel zur Warmeubertragung bilden. 

13. Vorrichtung nach Anspruch 11, dadurch ge- 
kennzeichnet dafi die W3nde (16, 18) des Ge- 
hSuses, an welchen die Enden der Durchgdnge 
(22) munden, mtttels Abdeckhauben (24, 26) 
drcht verschlossen sind, welche Selektionsmit- 
teln (28) zum Komprimieren oder Dekomprimie- 
ren des Inhaltes der BehSlter oder Rdhren (12) 
zugeordnet sind. 

14. Vorrichtung nach Anspruch 13, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi die Rdhren (12) an ihren bei- 
den Enden offen und mit Filtermembranen (30) 
versehen sind. 

15. Vorrichtung nach einem der Anspruche 11 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die Rdhren (12) 
an einem Ende mtttels einer einzigen Querplatte 
(20) gehalten sind, die an einer Wand (16) des 
Gehauses (10) befestigt werden kann. 

16. Vorrichtung nach Anspruch 11 oder 12, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Rdhren (12) an Ihren 
oberen Enden mittels einer einzigen Platte (20) 
gehalten und durch einen Film (34) abgedeckt 
sind, welcher aus undurchlassigem Material be- 
steht das an dieser Platte aufgebracht 1st die in 
dem Gehduse (10) befestigt und durch eine Ab- 
deckhaube (36) zum Heizen oder Kuhlen abge- 
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deckt ist. welche Mttteln (38) zurthermischen Re- 
gelung zugeordnet ist, die thre Temperatur im we- 
sentlichen aufjener der Rdhren (12) halten. 



Claims 

1. A met hod of high speed temperature regulation of 
a plurality of wall zones (12, 20), in particular of 
receptacles containing biological samples, for the 
purpose of subjecting them simultaneously to 
identical thermal cycles including successive sta- 
ges of predetermined temperatures and dura- 
tions, the stages being separated by transitions, 
by using an enclosure (10) surrounding said wait 
zones and containing a heat transfer fluid in ther- 
mal contact with the wall zones, and an external 
heat source (S) associated with the enclosure to 
take heat from and to give heat to said fluid so as 
to maintain the temperature of the wall zones 
equal to a reference temperature imposed by the 
source, the n^ethod being characterized in that it 
consists in enclosing in sealed manner a liquid- 
vapor equilibrium of said fluid in said enclosure 
(10). said enclosure enabling the vapor phase of 
the fluid to flow freely and including an internal 
lining for capSlary flow of the liquid phase of the 
fluid, and in controlling said source (S) to vary the 
reference temperature in accordance with the 
above-mentioned stages of the thermal cycles 
and to implement the sudden transitions between 
said stages, the temperature of said wall zones 
quasi-instantaneousiy tracking the variations of 
said reference temperature by local condensation 
and vaporization of the fluid in the enclosure (1 0). 

2. A method according to daim 1, characterized in 
that it consists in determining the total mass and 
the nature of the fluid as a function of the volume 
of the enclosure (1 0) in such a manner that liquid- 
vapor equilibrium of the fluid and impregnatk)n of 
the coating (14) by the flukj in the liquid phase 
are maintained for all temperatures lying within a 
predetermined range of reference temperatures. 

3. A method according to daim 1. characterized in 
that said source (S) is of a reversible type, ena- 
bling the reference temperature (Tc) to be in- 
creased or decreased selectively. 

4. A method according to claim 1 or 2. characterized 
in that it consists in associating the endosure 
(10) with two switchable heat sources, one hot 
and one cold, and in controlling them in alterna- 
tion respectively to increase and decrease the 
temperature of said wall zones. 

5. A method according to any one of daims 1 to 4, 



characterized in that it also consists in associat- 
ing sakl source (S) with means for varying the va- 
por pressure of the fluid inskle the endosure 
(10). 

5 

6. Apparatus for high speed temperature regulation 
of a plurality of wail zones (12. 20). in partk:ular 
receptades containing bkilogical samples, for the 
purpose of subjecting them simultaneously to 

10 identical t hermal cydes induding successive sta- 

ges of predetermined temperatures and dura- 
tions, the stages being separated by transitions, 
this apparatus induding an endosure (10) sur- 
rounding said wall zones and containing a heat 

IS transfer fluid in thern^l contact with the wall 
zones, and an external heat source (S) associat- 
ed with the endosure to take heat from and to 
give heat to said fluid so as to maintain the tenrv 
perature of the wall zones equal to a reference 

20 temperature imposed by the source, the appara- 

tus being characterized in that the endosure (10) 
is sealed and contains a liqukj-vapor equilibrium 
of said fluid, said endosure enabling the vapor 
phase of the fluid to flow freely and induding an 

25 internal lining (14) for capillary flow of the liquki 

phase of the fluid, the apparatus induding means 
(28) for controlling the source (S) to vary the ref- 
erence temperature in accordance with the 
above-mentioned stages of the thermal cydes 

30 and to implement the sudden transitk>ns between 

said stages, the temperature of said wall zones 
quasi-instantaneously tracking the variations of 
said reference temperature by local condensation 
and vaporization of the fluid in the enclosure (10). 

35 

7. Apparatus according to daim 6, characterized in 
that said source (S) is reversible, being selective- 
ly capable of supplying heat to the fluid and of 
taking heat from the fluid. 

40 

8. Apparatus according to daim 6. characterized in 
that said external source comprises two switch- 
able heat sources: a hot source and a cold 
source. 

45 

9. Apparatus according to daim 6, characterized in 
that said source comprises means for varying the 
vapor pressure of the fluid contained in the endo- 
sure (10). 

so 

10. Apparatus according to any one of daims 6 to 9, 
characterized in that the external source (S) is in 
thermal contact with said fluid via at least a por- 
tion of one of the walls of the endosure (10). with 

55 the other walls (16. 18) being provided, at least 

locally, with thermal insulation. 

11. Apparatus according to any one of daims 6 to 1 0, 
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charat^erized in that said enclosure (1 0) includes 
parallel passages (22) opening out to the outside 
and forming receptacles and/or housings for the 
tubes (12). 

5 

12. Apparatus according to daim 11. characterized in 
that the walls of said passages (22) form means 
for transferring heat by conduction between the 
contents of the receptacles or the tubes (12) and 

the fluid contained inside the enclosure (10). io 

13. Apparatus according to claim 11 or 12, character- 
ized in that the walls (1 6. 1 8) of the enclosure into 
which the ends of the passages (22) open out are 
covered in sealed manner by respective caps (24, f 5 
26) associated with means (28) for selectively 
raising or lowering the pressure of the contents of 
said receptacles or tubes (12). 

1 4. Apparatus according to claim 1 3. characterized in 20 
that the tubes (1 2) are open at both ends and are 
provided with filter membranes (30). 

15. Apparatus according to any one of claims 11 to 

14, characterized in that said one end of each of 25 
said tubes (12) is carried by a common trans- 
verse plate (20) for application against one of the 
walls (16) of the enclosure (10). 

1 6. Apparatus according to claim 1 1 or 1 2, character- so 
ized in that the top ends of the tubes (12) are car- 
ried by a comnrK)n plate (20) and are closed by a 

film (34) of impermeable material placed on said 
plate, the plate being mounted in the at)ove- 
mentioned enclosure (10) and being covered by 35 
a heating or cooling cap (36) associated with ten> 
perature regulation means (38) for maintaining its 
temperature at a value substantially equal to that 
of the tubes (12). 
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